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Patch clamp cell measurement apparatus, has an array of micro dishes 
containing cells, and an assembly of micro pipettes with relative 
movements between them 
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Abstract (Basic) : DE 19744649 Al 
Abstract (Basic) : 

NOVELTY - The apparatus for the measurement of cells, by the patch 
clamp method, has a flat array of micro dishes (1) to hold the cells 
(2) . A second number of micro pipettes (3) are positioned in relation 
to the dishes, to simultaneously investigate the cells. 

DETAILED DESCRIPTION - The layout of the micro dishes match the 
micro pipettes, in a small screen size in at least one direction. The 
dishes and pipettes can be offset to the side, in relation to each 
other, to give a repeated and simultaneous study of the cells. A micro 
motor positions and/or displaces the micro pipettes and micro dishes in 
relation to each other. The assembly has a cell feed and/or a flushing 
system to remove the cells. A filter (4) is at the rear side of the 
micro dish assembly. 

USE - The patch clamp method is for the measurement of bio-electric 
signals, from the electric potential within a cell, and an ion 
transport process by the ion channels as current through the cell 
membrane. It is used in neuro sciences to research the effects of 
pharmaceuticals and chemotherapy on the activity of the ion channels. 

ADVANTAGE - The system, using the patch clamp method, allows the 
study of a number of cells simultaneously, in an automated operation, 
without microscopic control. The cells are within the smallest space 
possible for patch clamp measurements in the shortest times. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The drawing shows a cross section of 
the system. 

micro dishes (1) 

cells (2) 

micro pipettes (3) 

filter (4) 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Zur Zelluntersuchung mit Hilfe der Patch Clamp-Methode bestimmte Vorrichtung und Verfahren 

® Beschrieben werden eine zur Zelluntersuchung mit Hil- 
fe der Patch Clamp-Methode bestimmte Vorrichtung so- 
wie ein dazu bestimmtes Verfahren. 
Die Vorrichtung ist mit einer flachigen Anordnung einer 
ersten Anzahl von Mikrokuvetten 1 zur Aufnahme von Zel- 
len 2 und mit einer flachigen Anordnung einer zweiten 
Anzahl von Mikropipetten 3 versehen, die relativ zur fla- 
chigen Anordnung der Mikrokuvetten positionierbar ist, 
urn eine Vielzahl in den Mikrokuvetten befindlicher Zellen 
gleichzeitig zu untersuchen. 

Nach dem erfindungsgemaften Verfahren wird eine Viel- 
zahl von Zellen 2 angeordnet und mit Hilfe einer Vielzahl 
von Mikropipetten 3 eine Vielzahl angeordneter Zellen 
gleichzeitig untersucht. 

Die Erfindung ermoglicht erstmals eine automatisierte 
undsomit beschleunigte Durchfuhrung einer Vielzahl von 
Untersuchungen, die nach bisheriger Technik nur manu- 
ell und unter grolSem Zeitaufwand durchgefuhrt werden 
konnen. 
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Beschreibung 



Die Erfindung bezieht sich auf eine zur Zelluntersuchung 
mit Hilfe der Patch Clamp-Methode bestimmte \fcrrichtung 
sowie auf ein dazu bestimmtes Verfahren. 5 

Die Patch Clamp-Methode ist ein Verfahren, urn bioelek- 
trische Signale, namentlich das elektrische Potential ira In- 
nern einer Zelle und den durch ionische Transportprozesse, 
die sog. Ionenkanale zustandekommenden Strom durch eine 
Zellmembran zu messen. Mit diesem Verfahren ist es heut- 10 
zutage moglich, den Strom durch eine Zellmembran sogar 
separat fur einen spezifischen Ionenkanal zu messen und da- 
durch Erkenntnisse uber die Funktionsweise der Zellmem- 
bran zu gewinnen. Messungen mit Hilfe der Patch Clamp- 
Methode werden in der Neurowissenschaft vorgenommen, 15 
um die Wirkung von Pharmaka und Chemotherapeutika auf 
die Aktivitat von Ionenkanalen zu erforschen. 

Aus der Patch Clamp-Methode wurden verschiedene Va- 
rianten entwickelt, um die elektrische Leitfahigkeit in ein- 
zelnen Membranabschnitten zu bestimmen. Flir die Unter- 20 
suchung wird die Membran einer Zelle, ublicherweise einer 
Nervenzelle, mit einer als Mikropipette dienenden Glaska- 
pillare anzusaugt und je nach Variante auch durchstoBen, um 
das intrazellulare Potential von typischerweise 1-500 umV 
mit einer in der Glaskapillare befindlichen Elektrode gegen- 25 
uber einer Referenzelektrode zu messen. Dabei ist die Zelle 
mechanisch fest mit der Mikropipette verbunden und steht 
uber ihre Membran mit der umgebenden Losung in Kontakt. 
GemaB einer anderen Variante wird ein angesaugter Teil ei- 
ner Zellmembran von der Zelle abgetrennt, um dann die 30 
Leitfahigkeit dieses Membranstiicks (patch) zu ermitteln. 
Bezuglich der Art der Membranabtrennung sind verschie- 
dene Varianten gelaufig, um das Membranstiick fur die 
nachfolgenden Messungen in beiderlei Orientierungen (in- 
side-out patch bzw. outside-out patch) an der Mikropipette 35 
zu befestigen 

Die Messung des Potentials innerhalb der Zelle bzw. die 
Messung von Stromen durch die Zellmembran hindurch er- 
folgt mit Hilfe von Mikroelektroden, die sich innerhalb der 
Mikropipette befinden konnen oder mit Hilfe heutiger Ver- 40 
fahren wie der Diinnschichttechnik auf Substraten herge- 
stellt werden, auf denen die zu untersuchenden Neuronen 
positioniert werden miissen. 

Obwohl die Patch Clamp-Methode sich seit ihrer Einfiih- 
rung in der Neurowissenschaft zu einer Routinemessung in 45 
neurobiologischen Labors entwickelt hat, ist sie meBtech- 
nisch auBerst anspruchsvoll und erfordert bi slang noch eine 
mikroskopische Kontrolle des Eingriffs an der zu untersu- 
chenden Zelle. Nachteilig ist dabei vor allem, daB dieses 
Verfahren fur den Umgang mit der einzelnen Nervenzelle 50 
ein erhebliches Geschick und Feingefuhl seitens des Opera- 
teurs voraussetzt; so miissen die Neuronen beispielsweise 
auf einem Substrat aufgesucht werden und gegebenenfalls 
auch unmittelbar an Mikroelektroden an der Substratober- 
flache positioniert werden, um die erforderlichen Messun- 55 
gen durchfuhren zu konnen. 

Infolge des manuellen Umgangs mit der einzelnen Zelle 
ist die Patch Clamp-Methode bislang mit einem erheblichen 
Zeitaufwand verbunden. Insbesondere bei der Untersuchung 
einer Vielzahl von Zellen ist dieser Nachteil um so gravie- 60 
render, da die Zellen nach ihrer Isolierung vom Gewebe 
raumlich beliebig verteilt sind und aus diesem Grunde nur 
nacheinander aufgesucht, plaziert und untersucht werden 
konnen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine 65 
Vorrichtung sowie ein Verfahren bereitzustellen, um mit 
Hilfe der Patch Clamp-Methode eine Vielzahl von Zellen 
gleichzeitig zu untersuchen, die Untersuchung der Zellen zu 



automatisieren und so auf die bislang erforderliche mikro- 
skopische Kontrolle zu verzichten. Ferner soli die Untersu- 
chung einer Vielzahl von Zellen auf kleinstem Raum ermog- 
licht und schlieBlich der fur die Patch Clamp-Messung no- 
tige Zeitaufwand drastisch minimiert werden. 

Eine erfindungsgemaBe Losung dieser Aufgabe ist fur die 
Vorrichtung im Anspruch 1 und flir das Verfahren im An- 
spruch 6 angegeben. Weiterbildungen der Erfindung sind 
Gegenstand der abhangigen Anspriiche. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch eine 
Vorrichtung mil einer flachigen Anordnung einer ersten An- 
zahl von Mikrokuvetten zur Aufnahme von Zellen und mit 
einer flachigen Anordnung einer zweiten Anzahl von Mi- 
kropipetten, die relativ zur flachigen Anordnung der Mikro- 
kiivetten positionierbar ist, um eine Vielzahl in den Mikro- 
kuvetten befindlicher Zellen gleichzeitig zu untersuchen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB femer durch ein Ver- 
fahren gelost, wonach eine Vielzahl von Zellen angeordnet 
wird und mit Hilfe einer Vielzahl von Mikropipetten eine 
Vielzahl angeordneter Zellen gleichzeitig untersucht wird. 

Durch die systematische raumliche Anordnung sowohl 
der zur Aufnahme der Zellen bestimmten Mikrokuvetten als 
auch der Mikropipetten wird es erstmals moglich, die Patch 
Clamp-Methode zu automatisieren und auf diese Weise zeit- 
und kostensparend durchzufuhren. Die zu untersuchenden 
Neuronen werden von einer flachigen Anordnung von Mi- 
krokuvetten - in der Regel ein Substrat mit gleichmaBig ver- 
teilten Vertiefungen in seiner Oberflache - aufgenommen 
und so auf exakt bestimmbaren Positionen gehalten. Eine 
flachige Anordnung von Mikropipetten ermoglicht bei ge- 
nauer Positionierung gegeniiber der Anordnung der in den 
Mikrokuvetten befindlichen Zellen die gleichzeitige Durch- 
fuhrung einer Vielzahl von Einzelmessungen, die bislang 
nur nacheinander und bei gleichzeitiger Beobachtung durch 
ein Mikroskop durchgefuhrt werden konnten. Die Mikropi- 
petten bzw. Mikrokuvetten konnen auf den entsprechenden 
Rachen auf engstem Raum angeordnet werden und ermog- 
lichen so den Bau sehr kompakter MeBvorrichtungen. Die 
Kiivetten und Pipetten werden auf den dafur vorgesehenen 
Rachen vorzugsweise regelmaBig verteilt, d. h. sie biiden 
bei festem gegenseitigem Abstand untereinander ein gleich- 
maBiges Raster. Die genaue Gestalt der Raster wird sich in 
der Praxis an GroBe und Form der Mikropipetten bzw. der 
Mikrokuvetten orientieren. 

Eine erfindungsgemaB bevorzugte Ausfuhrungsform der 
Vorrichtung sieht vor, daB die flachige Anordnung von Mi- 
krokuvetten ein der flachigen Anordnung von Mikropipetten 
angepaBtes, aber in mindestens einer Richtung kleineres Ra- 
stermaB besitzt und daB die Anordnung von Mikrokuvetten 
und die Anordnung von Mikropipetten relativ zueinander 
seitlich versetzbar sind, um wiederholt eine Vielzahl von 
Zellen gleichzeitig zu untersuchen. Im einfachsten Fall einer 
regelmaBigen Anordnung entspricht der Abstand benach- 
barter Mikrokuvetten einem ganzzahligen Bruchteil des Ab- 
standes benachbarter, gegeniiber den Mikrokuvetten groBe- 
rer Mikropipetten, wodurch eine wesentlich erhohte Zahl 
von Zellen gleichzeitig aufgenommen werden kann als bei 
einer Anordnung gleich vieler Kiivetten wie Pipetten. Die 
Anzahl gleichzeitiger Messungen ist nur noch durch die 
GrdBe der Mikropipetten bzw. durch die fiir sie vorgesehene 
RachengroBe begrenzt. Zur Untersuchung samtlicher in den 
Mikrokuvetten befindlicher Zellen sieht die entsprechende 
Ausfuhrungsform des Verfahren s vor, daB die Vielzahl von 
Mikropipetten relativ zu einer Anordnung von Zellen ver- 
setzt wird und wiederholt eine Vielzahl angeordneter Zellen 
untersucht wird. Auf diese Weise kann die erfindungsge- 
maBe Vielfachmessung in kurzen Zeitabstanden wiederholt 
werden, ohne daB es eines zwischenzeitlichen Austausches 
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der Zellen bedarf. Dies fuhrt zu einer weiteren Steigerung 
der Durchsatzzahlen. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung sieht einen 
Mikromotor zum Posilionieren und/oder zum Versetzen der 
Anordnung von Mikrokuvetten und der Anordnung von Mi- 
kropipetten relativ zueinander vor. Der Mikromotor zum 
Absenken der Mikropipettenanordnung auf die Mikrokiivet- 
tenanordnung und zum seitlichen Verfahren beider gegen- 
einander gewahrleistet mit Hilfe der heutigen Feinmechanik 
und Mikrotechnologie den punktgenauen Kontakt von Neu- 
ronen und Pipetten, wodurch die vorgestellte Erfindung die 
erstmalige Untersuchung einer Vielzahl von Zellen errnog- 
licht. Dabei kann die Pipettenanordnung oder auch die Ku- 
vettenanordnung durch den Mikromotor verfahren werden. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung sieht eine 
Zellzufuhreinrichtung und/oder eine Spuleinrichtung zum 
Entfemen von Zellen vor. Dies fuhrt zu einer weiteren Auto- 
matisierung der Messungen und damit zu einer weiteren 
Zeiterspamis insbesondere im Falle einer Vielfachmessung, 
die die Aufhahmekapazitat der Kuvettenansammlung iiber- 
steigt. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung sieht einen 
Filter auf der Riickseite der Anordnung der Mikrokuvetten 
vor. Da die zu untersuchenden Zellen von der der Pipetten- 
anordnung zugewandten Seite aus in die Mikrokuvetten ein- 
gebracht werden und die Mikrokuvetten vorzugsweise in 
Richtung der Pipetten konisch aufgeweitet sein konnen, um 
die Zellen sicher aufzunehmen, empfiehlt sich eine Spulung 
der Kiivettenanordnung von der Riickseite her. In diesem 
Fall ist ein Filter vorteilhaft, um ein Verstopfen der Mikro- 
kuvetten durch kleine Partikel zu verhindem. 

Die Erfindung wird nachstehend ohne Beschrankung des 
allgemeinen Erfindungsgedankens anhand von Ausfiih- 
rungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeichnungen ex- 
emplarisch beschrieben, auf die im ubrigen hinsichtlich der 
Offenbarung aller im Text nicht naher erlauterten erfin- 
dungsgemaBen Einzelheiten ausdriicklich verwiesen wird. 
Es zeigen: 

Fig. 1 einen Querschnitt durch eine erfindungsgemaBen 
Vorrichtung wahrend der Patch Clamp- Messung, 

Fig. 2 eine vergroBerte Detailansicht aus Fig. 1, 

Fig. 3 einen Querschnitt einer erfindungsgemaBen Aus- 
fiihrungsform der Vorrichtung und 

Fig. 4 eine perspektivische Ansicht der erfindungsgema- 
Ben Anordnungen von Mikrokuvetten und Mikropipetten. 

Die Fig. 1 und 2 zeigen schematisch eine erfindungsge- 
maBe Vorrichtung wahrend der Patch Clamp-Messung. Eine 
Mikrokuvettenanordnung 1 weist eine Vielzahl im Raster 
angeordnet er Mikrokuvetten zur Aufhahme einer Vielzahl 
von Zellen 2 auf. Einige der Zellen werden von einer Mikro- 
pipettenanordnung 3 beruhrt bzw. von den Mikropipetten 
angesaugt. Mit dieser Anordnung von n x n Pipetten konnen 
n2 Messungen gleichzeitig durchgefuhrt werden. Fig. 3 
zeigt eine Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen \fcr- 
richtung mit einem unterhalb der Mikrokuvetten befindli- 
chen Filter 4, gleicht ansonsten der Fig. 1 . Die raumliche 
Anordnung der Mikrokuvettenanordnung (MKA) und der 
Mikropipettenanordnung (MPA) ist in Fig. 4 dargestellt. Die 
MPA befindet sich iiber der MKA, wobei die spitz zulaufen- 
den OfFnungen der Mikropipetten der MKA zugewandt 
sind. Die MPA kann durch einen nicht abgebildeten Mikro- 
motor relativ zur MKA verfahren werden. 

Fur eine ungefahre Einschatzung der typischen Abmes- 
sungen der erfindungsgemaBen Vorrichtung werden nach- 
stehend ohne jegliche Beschrankung der Allgemeinheit ei- 
nige exemplarische Zahlenangaben genannt: 

Auf der Mikrokuvettenanordnung von der GroBe eines 
Quadratzentimeters befinden sich auf einer Flache von 8 x 



8 mm2 entlang jeder Richtung des quadratischen Rasters 
160 Kuvetten und somit insgesamt 25600 Kuvetten im ge- 
genseitigen Abstand von 50 jam. Die Mikropipettenanord- 
nung weist auf einer Flache von mindestens 2x2 mm2 16 
5 im quadratischen Raster angeordnete Mikropipetten (Nozz- 
les) mit einem gegenseitigen Abstand von 400 pm auf. Das 
RastermaB der Mikropipettenanordnung entspricht hier also 
dem achtfachen RastermaB der Mikrokuvettenanordnung. 
Um alle in der MKA befindlichen Zellen zu untersuchen, 

10 kann die MPA in beiden Richtungen parallel zum MKA in 
40 Schritten verfahren und damit in insgesamt 1600 unter- 
schiedliche Positionen gebracht werden. 

Mikrokuvettenanordnung sowie Mikropipettenanord- 
nung werden mit Hilfe lithographischer Methoden der Halb- 

15 leitertechnik, die Elektroden der MPA in Diinnfilmtechnik 
gefertigt. Mikromechanische Strukturen dienen zur Justie- 
rung des Motors; die Komponenten werden feinmechanisch 
und mikrotechnisch verbunden. Ein Mikroprozessor steuert 
die Mikroaktoren und erfaBt die anfallenden MeBdaten, die 

20 dann elektronisch ausgewertet werden. 

Mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung und dem be- 
schriebenen Verfahren konnen (derzeit) bereits einige Tau- 
send Messungen in wenigen Minuten durchgefuhrt werden. 
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Patentanspriiche 

1. Zur Zelluntersuchung mit Hilfe der Patch Clamp- 
Methode bestimmte Vorrichtung mit einer flachigen 
Anordnung einer ersten Anzahl von Mikrokuvetten (1) 
zur Aufnahme von Zellen (2) und mit einer flachigen 
Anordnung einer zweiten Anzahl von Mikropipetten 
(3), die relativ zur flachigen Anordnung der Mikroku- 
vetten positionierbar ist, um eine Vielzahl in den Mi- 
krokuvetten befindlicher Zellen gleichzeitig zu unter- 
suchen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die flachige Anordnung von Mikrokuvet- 
ten ein der flachigen Anordnung von Mikropipetten an- 
gepaBtes, aber in mindestens einer Richtung kleineres 
RastermaB besitzt und daB die Anordnung von Mikro- 
kuvetten und die Anordnung von Mikropipetten relativ 
zueinander seitlich versetzbar sind, um wiederholt eine 
Vielzahl von Zellen gleichzeitig zu untersuchen. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeich- 
net durch einen Mikromotor zum Positionieren und/ 
oder zum Versetzen der Anordnung von Mikrokuvetten 
und der Anordnung von Mikropipetten relativ zueinan- 
der. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, ge- 
kennzeichnet durch eine Zellzufiihreinrichtung und/ 
oder eine Spuleinrichtung zum Entfemen von Zellen. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, ge- 
kennzeichnet durch einen Filter (4) auf der Riickseite 
der Anordnung der Mikrokuvetten. 

6. Zur Zelluntersuchung mit Hilfe der Patch Clamp- 
Methode bestimmtes Verfahren, wonach eine Vielzahl 
von Zellen (2) angeordnet wird und mit Hilfe einer 
Vielzahl von Mikropipetten (3) eine Vielzahl angeord- 
neter Zellen gleichzeitig untersucht wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Vielzahl von Mikropipetten relativ zu einer 
Anordnung von Zellen versetzt wird und wiederholt 
eine Vielzahl angeordneter Zellen untersucht wird. 
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